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論 文 内 容 要 旨
従来の医薬品開発において、臨床試験に進んだ化合物の中で開発中止に至った最 も多 くの要因は薬物動
態的な特性に問題があったと報告されている。薬物動態を規定する因子には化合物の溶解性、膜透過性の
低さ並びに速やかな代謝等による低バイオアベイラビリティー、有効治療領域での血中濃度の非線形性が
挙げられる。一方、生体側要因にはチ トクロムP450(CYP)等、薬物代謝酵素の発現量の違いや遺伝子多
型に基づ く血中濃度の個体差が挙げられる。特にCYPの遺伝子多型に起因する血中濃度の個体差は薬物
の有効性並びに安全性の面で大 きく影響 し、用量相関性が取れないために明確な治療効果が得 られない場
合や思わぬ副作用を発現させる場合がある。また、臨床での医薬品使用を見た場合、多 くの薬物は併用投
与されるため、薬物問相互作用の発現頻度 も高 くなってお り、その主たる要因は代謝に基づいた相互作用
である。この様な薬物動態的特性に欠点を有する薬物は、臨床ステージでの開発中止並びに医薬品として
の臨床使用を極端に狭 くするため、医薬品開発において大きなリスクを伴う。 したがって、創薬初期ステ
ージから開発ステージの広範囲に渡 り、各ステージに応 じた薬物動態評価が必要となる。そこで、本研究
では創薬ステージにおける代謝動態特性の解明及び薬物代謝に関与する酵素の簡便評価法の構築 を行 っ
た。また、開発ステージにおいては、薬物代謝に関わる酵素の寄与率の定量的な推定法並びに臨床での薬
物の体内動態を予測するための解析法について、開発化合物の代謝動態特性 に及ぼす酵素の遺伝子多型の
影響を検討することにより、これら評価 ・解析法の有用性 を検証 した。
第1章 では、HTS代 謝阻害評価法 として知 られている蛍光 プローブ と単一の ヒ トCYP発 現系 ミクロソ
ーム(rCYPs)からなるmicrotiterplate(MTP)assayに注 目し、種々の化合物及 び統合失調症 治療薬 として開
発 中のNE-100をモデル化合物 として、本手法の代謝阻害評価系 としての妥当性、阻害様 式(代 謝部位で
の競合的 阻害及び時間依存 的阻害)の 簡便 な検 出法 、代謝酵素の同定並 びに医薬候補化合物へ のCYP2D6
の単 一酵素代 謝の関与 を推定す るためのHTS法 への応用性 を検証 した。
MTPassayは非蛍光基質がrCYPsとのincubationによって、蛍光 を有す る代謝物 に変換 され、 この蛍光
代謝物 の生成 を試験化合物 が阻害す るか どうかを評価す る。 しか しなが ら、本手法 は単一のCYP分 子種
を発現 させ た系 であるため、その阻害結果が ヒ ト肝 ミクロ ソーム(HLM)での阻害結果 を どの程度反映す
るかが重要 な鍵 となる。
第 ユ節で はヒ ト肝臓 に主 に発現 している9種 のCYP分 子種 に対す る種 々化合物 の影響 をMTPassayに
より検討 した。試験化合 物の阻害 を競合 阻害であ ると仮 定 し、MTPassayから得 られたIC5。値 か らKi値
(KLca、値)を 算 出 した。 このK始 値 と従 来法(HLMを 用 いた阻害評価)か ら得 られた結 果(KL,e,値:文献
値)を 比較 した結果、両者の問 には良好 な相 関性が認め られ、MTPassayの阻害評価系 としての有用性が
確認 された。 しか しなが ら、一部の試験化合物 につ いては、KL、a、値 とKt,,p値の間に若干 の違いが認 め ら
れ、その原 因 として 阻害様式 を全 て競合 阻害 であ る と仮定 してい るこ と並 びに評価 に用い た基 質の特定
CYP分子種 に対する選択性が乏 しい等の理 由が考 え られた。
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一般 に薬物 間相 互作用 の中で発現頻度が最 も多い代謝阻害様 式 は、同 じCYP分 子種 によって代 謝 される
薬物 同士 を併用 した時 に生 じる競合 阻害で あ り、 その阻害の強弱 はCYPに 対 す る親和性 が大 き く影響 す
る。 しか しなが ら、代謝 に よって生成 した 中間代謝物がCYPと複合 体形成 を行 う場合(mechanismbased
inhibition)や代謝物が親化合物 より強 くCYPを 競合的 に阻害する場合 もあ り、 これ らの阻害 は時 間依存 的
に強 くなるため、 よ り薬物 間相互作用 を惹起する危 険性が ある。そ こで、第2節 では、代謝部位での競合
的阻害及 び時 間侮存的阻害の倹 出並 びに代謝酵素 同定の ための簡便 評価法 の確立 を 目的に、pre-incubation
による阻害活性(IC5。値)へ の影響 をMTPassayを用いて検討 した。CYP2D6及びCYP3A4に対す る典型的
基質の阻害活性 は、pre-incubationにより減弱 したが、mechanismbasedinhibitor等の阻害活性 は数百倍 強 く
変化 した。 これ らの結果、MTPassayを用いてpre-incubationの影響 を検討す ることに より、その化合物 の
CYPへの阻害が代謝部位 での競合 阻害 であ るか、あ るい は時 問依存 的な阻害 であ るか を簡便 に推定す る
こ とが可能である と考 え られた。Pre-incubationによって阻害活性が減弱す る場合 には、試験化合物 が評価
したCYP分 子種の基質 になってお り、薬物代 謝 に関わ る酵素の簡便 な推定(分 子種 の同定)が 可 能であ
るこ とが示 された。 したが つて、NE-100のCYP2D6に対 するIC5。値 がincubation時間に依存 して大 き く
なった ことか らNE.100はCYP2D6の基質である と判断 された。
医薬 品開発 において、全身 クリア ランス に対す る肝代謝の寄与 が大 きい化合物 に関 して、その代謝へ の
単一酵 素あるいは多酵素 の関与 を推定する ことは、臨床上極 めて重 要な意味 を持つ。通常、代 謝に関与す
るCYP分 子種 の同定並 びに寄与率の推定 には、化合物 自身の定量 と多 くの 加vfだρ試験 の組み合わせ が必
要 になるため、創薬 ステージでの実施 は事実上 困難 である。そ こで、第3節 で は、rCYPs及びHLMに お
けるCYP2D6のマー カー活性 に対す る種 々化合物(CYP2D6の基 質)の 影響 をMTPassayを用いて評価 し、
本 評価 ・解析法が薬物 の単一酵素代 謝及 び多酵素代 謝 を簡便 かつ迅速 に推定す るためのHTS法 として応
用可能であるか検証 した。HLM及 びrCYP2D6にお けるマーカー活性 に対す る25化 合物のIC5。値 の相 関
性 を評価 した結 果、9化 合物(複 数 のCYP分 子種 によって代謝 される化 合物)に つ いて、HLMか らの
IC,。値がrCYP2D6からのIC,。値の約5倍 以上 を示 した。 しか し、他 の多 くの化合物(CYP2D6によって
主 に代謝 される化合物)に ついて、HLM及 びrCYP2D6間のIC5。値の差(HLM/rCYP比)は僅:かであった。
これ らQ結 果、HLM及 びrCYP2D6を用 いたMTPassayから決定 されたIC5・値 を比較す ることにより、試
験 化合物へ のCYP2D6の単一酵素代謝 の有無 をhighthroughputで評価可能 である と考 えられ た。 なお、
NE-100の本評価系 にお けるHLM/rCYP比が!.63であったことか ら、NE-100はCYP2D6によって主に代
謝 される ことが推定 された。
第2章 では、第1章 で確 立 した代謝動態評価法の妥当性 を検証す るため及 び臨床 での薬物 の体 内動態 を
予測 するためにモデル化 合物 と して用 いたNE-!00の代謝 につい て詳細 な検討 を行 った。第!節 にお いて
ヒ ト小腸 ミクロ ソーム(HIM)及びHLMを 用いて、NE-100の代 謝酵素の同定 と肝 及び小腸 での役割 につ
いで検 討 した結 果、NE-!00は小腸 上皮粘膜 に存在 するCYP3A4にタって代 謝 され た後 、肝臓 にお ける
CYP2D6並びにその他複数のCYP分 子種 によって代 謝 される ことが推定 された。 これは小腸及 び肝臓 で
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発現 している酵素 の存在量並 びに薬物濃度 の差が大 きく起 因 している もの と考 え られた。 しか しなが ら、
動物での動態試験結果、臨床第1相 試験 での初期投与量並 びに経 口投与後 のNE-100の血漿 中濃度 の個体
差や薬 物間相互作用 の発現 を考慮 した場合、小腸 でのCYP3A4による代謝 に比べ、肝臓 でのCYP2D6に
よる代謝が重要であ ると判 断された。
そ こで、第2節 では、HLMで のNE-100代謝 に関与するCYP分 子種 の寄与率 をrCYPsでのfηγゴ飽 代 謝
デー タとRelativeActivityFactor(RAF)アプローチの適用 によ り定量的に推定 した。患 者の血 中濃度 に相当
する と考 え られ る濃度条件下でのNE-100代謝 には、CYP2D6が大 きく関与 し、その寄与率 は約90%で あ
る と推 定 され た。 この結 果 は、第1章 の ス クリーニ ング評価 か ら推 定 されたNE-100の代 謝 動態特 性
(NE-100はCYP2D6に対 して高親和性 を示 し、その代 謝 にCYP2D6が大 き く関与 してい る)と 良 く一致
してお り、代 謝動態特性評価法 の妥 当性及 び信頼性 を強 く支持 す るものであ った。 さ らにCYP2D6活性
の欠損者(PM)でのNE-100代謝に関与す るCYP分 子種及 びその寄与率 をRAFア プ ローチに より推定 し
た結果 、生成す る主代謝物並 びに関与す るCYPがCYP2D6のextensivemetabolizer(EM)と異 なるこ とが
予測 された。 この予測結果 は、実際 にCYP2D6活性 の欠損者 由来 の肝 ミクロソーム(PM-HLM)を用いて
得 られた試験結果 と良好 に一致 してお り、RAFア プローチがCYP2D6のPMに おける薬物代 謝予測の た
めにPM-HLMを用 いる1ηvfびo試験の代替法 として有用であ ることを示 した。
第3節 では、臨床 でのNE-100の体 内動態 に及 ぼす遺伝子 多型の影響 を予測す る ために、NE-100を
CYP2D6のPM及びEMに 経口投与 した場合 を仮 定 し、生理学モ デル に基づ くfηvf孟ro-fηvfvoスケー リン
グ法 の適応 によってfηvfyo経ロク リアランス(fηVlvoCL。,al)の予 測並 びに投与量の変化 に伴 う血漿 中濃度
に依存 したfηyfyoα痴 の非線形1生及 びEM-PM間 でg個 体差変動 の予測 を行 った。動物 での動態試験結
果並 び に臨床第。相試 験で の初期投 与量か ら、 ヒ トにおける血漿 中非結合型NE-100濃度がKm>>S条 件
下 の濃度範囲 に相 当す る と仮定 した場合、fηvfvoCL。。1は線形性 を示 し、EM-PM間 で約50倍 もの個体差
が生 じる可能性 が予測 された。 しか しなが ら、EM-PM間 での経 ロクリアラ ンスの個体差 は、投与量 の増
加 に伴 う血漿 中非結合 型濃度 の上昇 に依存 して減少 す るこ とが予測 され、NE-100の体 内動 態 に及ぼす
CYP2D6の遺伝子 多型に よる影響 は臨床 で用 いる投与量 に依 存 して異 なる可能性 を示 した。
以上、本論文では創薬及び開発ステージに応 じた代謝動態特性評価 ・解析法の構築を試み、創薬ステー
ジでは、動態特性の優れた化合物選択のために確立 した代謝動態特性評価 ・解析法がそのスピー ド、技術
の簡便 さの点で代謝阻害評価、阻害様式の推定、代謝酵素の同定及び医薬候補化合物へのCYP2D6の単
一酵素代謝の関与を推定するHTS法として有用であることを示 した。また、開発ステージでは、RAFア
プローチを用いた定量的な代謝酵素の寄与率予測やfηvf㈲一fηvfvOスケーリング法を用いた 加 伽0予 測
が臨床における開発化合物のfn卿o体内動態を予測するための有用な代謝動態特性評価 ・解析法 となり、
臨床第。相試験の企画、立案のための有益な判断材料になる。さらに臨床で得られた血漿中濃度 との関係
を比較評価することにより、臨床第「相試験以降における薬理効果の有効性の向上、副作用発現の回避並
びに医薬品開発の成功確率向上に貢献するものと確信する。
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審 査 結 果 の 要 旨
医薬 品開発 において、開発 中止 に至 った最 も多 くの要因の1つ は薬物動態的 な問題 とされている。特 に
CYPの遺伝 子多型 に起 因す る血 中濃度の個体差 は薬物の有効性並 びに安全性 の面で大 き く影響 し、医薬品
として臨床使用 を極 端に狭 くするため、医薬品開発 において大 きな リス クを伴 う。山本君 は創薬ス テージ
にお ける代謝動態特性 の解 明及 び薬物代謝 に関与する酵素 の簡便評価法の構 築 を行 い、本法 の有用性 を検
証 した。HTS代謝 阻害評価法 と して知 られて いる蛍光 プ ロー ブ と単一 の ヒ トCYP発現 系 ミクロソーム
(rCYPs)からなるmicrotiterplate(MTP)assayに注 目し、本手法 の代謝 阻害評価系 として妥当性、阻害様
式の簡便 な検 出法 、代謝酵素の同定並 びに単一酵素代 謝の関与 を推定するためのHTS法へ の応用性 を検証
した。次 に代謝動 態評価 法の妥当性の検証及 び臨床 で薬物 の体 内動態予測 に関 してNE-100の代謝 につい
て詳細 な検討 を行 った。 さらに臨床 でのNE-100の体内動態 に及ぼす遺伝子 多型 の影響 を予測す るため に、
NE-100をCYP2D6のPM及びEMに 経 口投与 した場合 を仮定 し、生理学モデルに基づ く加y加o一加yゴyoスケ
ーリング法の適応 によってfηvfvO経ロクリアランス(fηvfvOCL。,al)の予測並 びに投与量の変化 に伴 う血
漿 中濃度 に依存 した1nvfvoCL。。、の非線形性及 びEM-PM間での個体差変動の予測 を行 った。以上、本論文
で は創薬 及 び開発 ステー ジに応 じた代謝 動態特性評価 ・解析 法 の構築 を試 み、確立 した代 謝動態特性評
価 ・解析法がHTS法 として有用で あるこ とを示 した。本研究 は臨床 にお ける開発化合物 のin体内動態 を
予測す るための有用 な代謝動態特性 評価 ・解析法 とな り、副作用発 現の回避並 びに医薬品開発 の成功確率
向上 に貢献 する もの と確信 す る。
したがって本研究 は博:士論 文 に十分 に値す ると判断 した。
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